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1, まえがき 

幹細胞は自分と同じ能力を持つ細胞に分裂する能

力(自己複製能)と皮膚や赤血球などの体細胞を作り

出す能力(分化能)をもつ細胞である。この幹細胞が分

化 す る 際 に 上 皮 間 充 織 転 換 （ EMT:Epithelial 

Mesenchymal Transition）という変化をする。幹細胞は

上皮細胞と間充織細胞の二つに変化しながら、位置

や形態を変化させ、器官の形成や治療を行う。この時

Snail、Slug、Twist などの転写因子が E-カドヘリンの

発現を調節することでEMTが引き起こされると言わ

れている。この EMTと細胞接着分子カドヘリンの関

係に着目し、カドヘリン遺伝子発現の低下が引き金

となり、Snail, Slug, Twistなどが発現し、その結果 EMT

が起こるという従来説とは異なる経路の可能性を調

べることを目的とする。 

そのために用いるのが PIポリアミドである。PIポ

リアミドとは、N-メチルピロール単位(Py)、N-メチル

イミダゾール単位(Im)及び γ-アミノ酪酸単位を含む

低分子有機化合物である。DNAの C-G塩基対に対し

ては Py / Im 対が、G-C 塩基対に対しては Im / Py 対

が、A-T塩基対及び T-A塩基対に対しては Py / Py対

がそれぞれ DNAと結合する。そのため、PIポリアミ

ドの構造を設計し、プロモーターに結合させれば、転

写を阻害すればその配列から生み出される物質を抑

制することができる。この特性を用いて、カドヘリン

遺伝子発現の低下を先に起こすことができる。 

これらの事実から、幹細胞である ES 細胞(胚性幹

細胞)、EC細胞(胚性腫瘍細胞)を用いて、この二つの

細胞にカドヘリンを抑制するように設計した PI ポリ

アミドを導入し、3日間の細胞の状態の比較を行った

ところ EC細胞は EMTを引き起こしたが、ES細胞は

逆に結合が強くなった。これは、ES 細胞が胚盤胞の

内部細胞塊由来であり、EC細胞が卵筒胚の胚盤葉上

層由来であるため、二つの細胞はメチル化状態が異

なることが原因であると考えられる。そのため、ジー

ンチップにより ES細胞と EC細胞で発現の異なる遺

伝子の中から細胞接着に関連する遺伝子を抽出し、

遺伝子とエピゲノム状態の関連性を調べることを目

的とする。 

 

2, 実験方法 

 6cm dishに 3ml の 1%ゼラチンを添加し、30分置い

た。そして、ゼラチンを吸引除去し、滅菌水で 6cm 

dishを洗浄し。30分以上常温で乾燥させた。 

 凍結した ES細胞と EC細胞を溶かし、全量 15mlチ

ューブに移し、それと同じ量の培地を加えた。この

15ml チューブを 3 分 15000rpm で遠心し、沈澱した

細胞以外を吸引除去した。この細胞に 3ml の培地を

加え、ピペッティングをし、6cm dish にすべて添加し

た。この dishを 37℃インキュベーターで育て、細胞

が一定量になった場合、Mouse PI ポリアミド F を濃

度が10 𝜇𝑔 𝑚𝐿⁄ になるように培地で希釈し、3 時間以

上インキュベーター内で温めた。育てた細胞の培地

を取り除き、PBSで 6cm dishを洗浄した。次に 0.25%

トリプシンを 1.5mL 加え、インキュベーター内で 30

秒置き、1.5mLの培地を加え、全量を 15mLチューブ

に移した。そして、3 分 15000rpm で遠心し、沈澱し

た細胞以外を吸引除去した。培地を加え、細胞をピペ

ッティングし、セルカウントにより細胞数を測定し

た。この細胞数から培地 3mL あたり細胞数が1.0 ×

105個の細胞が含まれるよう計算し添加した。ピペッ

ティングを行い、6cm dishに細胞を含んだ培地を 3mL

添加し、インキュベーター内に 24時間置いた。24時

間後培地を吸引除去し、HBSSで 6cm dish を洗浄後、

スクレーパーにより細胞をはがし、1.5mLチューブに

移した。この細胞から RNAを抽出し、ジーンチップ

により遺伝子解析を行った。
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3, 結果および考察 

発現の違う遺伝子の中から細胞接着に関連する遺

伝子の中でも EMTに関連する遺伝子をまとめた。 

 

表 2, EC細胞および ES細胞の遺伝子の発現の違い 

遺伝子名 Scales 

ignal

（EC） 

発現の

有 無

（EC） 

Scales 

ignal

（ES） 

発現の

有 無

（EC） 

Vcam1 635.7 P 0.7074 P 

Claudin1 39.57 P 3.577 A 

Ceacam1 7.973 A 260.7 P 

Pecam1 79.29 A 542.1 P 

Onecut2 99.21 P 2.412 A 

 

 EC 細胞で顕著に発現している Vcam1 は CD44 と

いう細胞接着分子の結合することで細胞の移動度を

上昇させる 1)。また、Claudin1 は slug の発現を促進

する 2)。ES 細胞で顕著に発現している Ceacam1 は

Twist の発現を抑制することで EMT を制御している

3)。Pecam1 および Onecut2は発現することで EMTを

抑制する 4)5)。このため、EC細胞では EMTを引き起

こすような遺伝子が発現し、ES 細胞では EMT を抑

制するような遺伝子が発現していることがわかった。

この結果は EC 細胞および ES 細胞の PI ポリアミド

導入時の EMT の有無と一致するものであると考え

られる。 

 

4, まとめ 

 EC細胞と ES細胞では発現が大きく異なり、EMT

の発生にも大きく関わっていることがわかった。だ

が、エピゲノム状態の違いによる発現の違いと断で 

きる遺伝子を見つけることはできていないため、よ

り多くの遺伝子解析が必要となる。 
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